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Resumo

As estatinas inibem competitivamente a enzima HMG-CoA redutase. Estes
farmacos podem ser utilizados em monoterapia ou em associacdo com outros
farmacos que possuem mecanismos de agdo complementares, como a ezetimiba,
um inibidor da absorcdo do colesterol no intestino. Embora atuem de maneira
segura, 0 uso desta associacdo pode causar efeitos adversos raros, como
toxicidade hepatica e muscular. Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi
investigar os efeitos crénicos da sinvastatina (40mg/Kg), ezetimiba (10mg/Kg) e
associagao ezetimiba/sinvastatina (10/40mg/Kg) sobre a fungcéo mitocondrial. Foram
realizados experimentos com mitocéndrias isoladas de figado de ratos controle e
ratos tratados durante 28 dias, onde notou-se um maior consumo de oxigénio nas
mitocondrias de animais tratados com sinvastatina e com a associacao
ezetimiba/sinvastatina. Nao foram observadas alteracdes significativas nos valores
do controle respiratério (RC) e na razdo ADP/O. A avaliagdo da atividade das
enzimas ligadas a membrana mitocondrial mostrou elevacdo na atividade dos
complexos I, Il e IV para o grupo sinvastatina e uma tendéncia a aumento na
atividade dos complexos Il e IV para o grupo associacdo. O tratamento com
ezetimiba ndo alterou nenhum dos parametros analisados. Este trabalho é relevante
no sentido de que esclarece sobre o funcionamento de mitocondrias de figado em
animais tratados cronicamente com estes farmacos.

Introducao

As estatinas, medicamentos amplamente utilizados no tratamento de
hipercolesterolemia, atuam como inibidores competitivos da enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase), que catalisa a reducao de
HMG-CoA a mevalonato, e, desse modo, reduzem 0s niveis séricos de colesterol.
(TRISTANO; FULLER, 2006). As estatinas apresentam um mecanismo de acao
relativamente seguro, ja que os seus efeitos adversos associados sado discretos e
frequentemente transitorios. Entretanto, podem ser observados alguns efeitos
adversos raros, mas clinicamente relevantes, como a toxicidade hepatica e
muscular (BAYS et al.,, 2014). Recentemente, em relacdo a esse aspecto, n0Sso
grupo de pesquisadores demonstrou que o tratamento cronico de ratos com a
associacao ezetimiba/sinvastatina causou efeitos marcantes no metabolismo do
figado em perfusdo (BRACHT et al.,, 2016). Tendo em vista a ampla utilizacdo
desses medicamentos no controle do colesterol e a escassez de estudos



investigando os efeitos do tratamento com estatinas e com a associacao
ezetimiba/sinvastatina (estudos in vivo) em mitocondrias de figado, o objetivo desse
trabalho foi avaliar o efeito do tratamento cronico de ratos com a sinvastatina, a
ezetimiba e a associagéo ezetimiba/sinvastatina sobre a respiragéo de mitocondrias
isoladas de figado.

Materiais e métodos

Durante os procedimentos experimentais foram utilizados ratos Wistar machos (200
a 250 g) mantidos em jejum de 12 horas e devidamente anestesiados com tiopental
sédico (50 mg/Kg). Todos os experimentos foram previamente aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Maringa
(parecer CEUA n° 1634270916). As mitocondrias foram isoladas por centrifugacao
diferencial (BRACHT; ISHII-IWAMOTO; SALGUEIRO-PAGADIGORIA, 2003). As
velocidades de consumo de oxigénio de mitocondrias rompidas e intactas foram
determinadas através das inclinagdes obtidas dos registros de concentracédo versus
tempo. Estas velocidades foram usadas para calcular o coeficiente de controle
respiratério (RC) e a razdo ADP/O (CHANCE; WILLIAMS, 1955). Succinato e a-
cetoglutarato foram usados como substratos e ADP foi adicionado nos tempos
adequados apenas nas mitocondrias intactas. Para medir a velocidade de consumo
de oxigénio por mitocondrias rompidas foram utilizados como substrato succinato,
NADH e ascorbato mais tetrametil-p-fenileno-diamina dihidrocloreto (TMPD).

Resultados e discussao

A figura 1 ilustra os resultados da respiragdo com 0 succinato, onde € possivel
observar um aumento significativo da velocidade de consumo de oxigénio nos
estados Il e IV para o grupo sinvastatina e no estado IV para 0 grupo associacéo
ezetimiba/sinvastatina. Nao houve diferenca na velocidade de consumo de oxigénio
do estado IIl entre os 4 grupos e nem alteragbes na respiragdo mitocondrial do
grupo tratado com ezetimiba em relacdo ao controle.
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Figura 1. Respiracdo de mitocondrias intactas de figado de rato com o substrato succinato obtidas
de animais controle (C) e tratados diariamente com a combinacédo ezetimiba/sinvastatina (EZ, 10/40
mg/Kg), a sinvastatina (SV, 40 mg/Kg) ou a ezetimiba (EZ, 10 mg/Kg) durante 28 dias por gavagem
oral. Os resultados representam as médias + erro padrdo da média (EPM) de 5 experimentos para
cada grupo. Letras diferentes acima das barras indicam diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) entre os grupos, conforme analise de variancia (ANOVA) seguida de pds-teste de Newman-
Keuls.

Os resultados da respiracdo mitocondrial com alfa-cetoglutarato estéo ilustrados na
figura 2. Com este substrato houve aumento significativo da respiracdo do estado Il



(+48%) e IV (+52%) para o grupo de animais tratados com sinvastatina. Nao foram
observadas diferencas significativas na respiracdo do estado Il entre 0os 4 grupos.
Os tratamentos com ezetimiba e sinvastatina em monoterapia ndo afetaram nenhum
parametro da respiragdo mitocondrial.
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Figura 2: Respiracdo de mitocéndrias intactas de figado de rato com o substrato alfa-cetoglutarato
obtidas de animais controle (C) e tratados diariamente com a combinagéo ezetimiba/sinvastatina (EZ,
10/40 mg/Kg), a sinvastatina (SV, 40 mg/Kg) ou a ezetimiba (EZ, 10 mg/Kg) durante 28 dias por
gavagem oral. Os resultados representam as médias + erro padrdo da média (EPM) de 5
experimentos para cada grupo. Letras diferentes acima das barras indicam diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) entre os grupos, conforme analise de variancia (ANOVA) seguida de pds-teste
de Newman-Keuls.

N&o foram observadas alteragcfes significativas nos valores do controle respiratorio
(RC) e da razdo ADP/O em mitocondrias intactas de figado de rato com os
substratos succinato e alfa-cetoglutarato (dados ndo mostrados).

A fim de verificar os efeitos do tratamento no transporte de elétrons para o complexo
IV e corroborar os resultados obtidos com mitocondrias intactas, a atividade das
enzimas ligadas a membrana foi analisada e ilustrada na figura 3, onde foi
constatado um aumento significativo de atividade nos complexos I, 1l e IV no grupo
tratado com sinvastatina, quando utilizado NADH, succinato e TMPD como

substratos respectivamente.
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Figura 3: Atividade dos complexos mitocondriais I, 1l e IV em mitocdndrias rompidas de figado de
rato, obtidas de animais controles (C) e tratados diariamente com a combinacéo
ezetimiba/sinvastatina (10/40 mg/Kg), a sinvastatina (40 mg/Kg) ou a ezetimiba (10 mg/Kg) durante
28 dias por gavagem oral. Painel A: Complexo | - NADH oxidase. Painel B: Complexo Il - succinato
oxidase. Painel C: Complexo IV - citocromo c oxidase. Os resultados representam as médias * erro
padrdo da média (EPM) de 5 experimentos para cada grupo. Letras diferentes acima das barras
indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre os grupos, conforme analise de
variancia (ANOVA) seguida de pds-teste de Newman-Keuls.

Succinato
b
ab
i |
i i
c s @

N
P
<

S
0
=3

w & oo

S S
@
=3

~N
o

N
1~}

_.
o
Consumo de O,
nmol.min"!.(mg proteina) '
-~
]

Consumo de O,
nmol.min"!.(mg proteina) "
~
8

o

Consumo de O,
nmol.mln'1.(mg proteina) 4
o




Os resultados obtidos neste trabalho explicam, ao menos em parte, 0 aumento
observado no consumo de oxigénio em figados isolados de animais tratados
cronicamente com a associagao ezetimiba/sinvastatina (10/40 mg/Kg), como
previamente relatado por nossa equipe (BRACHT et al., 2016). No figado em
perfusdo, o tratamento crénico com a associacao ezetimiba/sinvastatina aumentou
significativamente o consumo basal de oxigénio, sendo que este aumento nao
estava relacionado com um aumento na atividade de enzimas microssomais (P450)
responsaveis pela metabolizacdo destes farmacos. E provavel que o aumento do
consumo de oxigénio observado no figado em perfusédo seja decorrente da maior
atividade das enzimas da cadeia respiratoria, como demonstrado no presente
trabalho.

Conclusodes

O tratamento crbnico de ratos com sinvastatina na dose de 40 mg/Kg promoveu
aumento expressivo da respiracdo de mitocondrias intactas e a atividade dos
complexos multi enziméticos da cadeia transportadora de elétrons. A associagéo
ezetimiba/sinvastatina (10/40 mg/Kg) também parece aumentar a respiracao
mitocondrial de ratos tratados cronicamente, embora em menor intensidade. O
tratamento com ezetimiba mostrou-se in6cuo para o0 metabolismo mitocondrial
hepético. Este trabalho €é relevante no sentido de que esclarece sobre o
funcionamento de mitocondrias de figado em animais tratados cronicamente com
estes farmacos.
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